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論 文 内 容 要 旨
現在,臨 床 に広 く提供 されている薬物 には多 くの光学活性体が知 られ てい る。 これ ら異性体 において生
体 内で代謝の様式や速度,あ るいは薬理作用 に著 しい差異 の認 め られる例が少 な くない。近年,光 学異性
体の分離技術 の進展 に伴 い,光 学異性体それぞれの体 内動態 を正確 に把握する ことの重要性 が認識 され て
きてい る。
高血圧,狭 心症 な どで広 く用 い られているDihydropyridine(DHP)系Ca拮 抗薬 の ほとん どはこう した光
学活性体であ り,異 性体相互 で薬理活性の異 なることも知 られている。 しか しなが ら,こ れ らの生体内光
学異性体の分離定量 の報告例 は少 ない。一方,1991年 カナ ダのBaileyら に よ り報告 されたDHP系Ca拮 抗
薬felodipineと グ レープフルーツ ジュース(GFJ)と の相互作用 は,GFJ成 分 による代 謝酵素CYP3A4の 阻害
作用 による もの とされている。従来 こう した相互作用 を示す物質の作用部位 はほとん どが肝臓 であったが,
本GFJに お ける薬物相互作用部 位は消 化管(小 腸)と される点 が特長 であ り,そ の理 由,機 構 については不
明 な点が多い。 こう した観点か ら筆者 は,ま ず光学活性 カラムを用 いたDHP系Ca阻 害薬 光学異性体 の高
速液体 クロマ トグラフ分 離 に吟味 を加 えた。次 いでnicardipineを 例 に取 り上 げ,生 体試料 の クリー ンア ッ
プ法 を構築 し,設 定 したHPLC分 離 と組み合 わせ る高感度分析法 を確立 した。最後 にDHP系Ca拮 抗薬 の
体 内動態 におよぼすGFJの 影響 を調べ,相 互作用の機構 に検討 を加 えた。
は じめに5種 類のDHP系Ca拮 抗薬,nilvadipine,nitrenndipine,nisoldipine,nicardipine,manidipineを 例
に,光 学活性 カラムによる異性体 の直接分離 を試 みた。 これ らは,DHP環 の4位 にキラル中心 を持 ち,し
か もキ ラルセ ンター近傍 に反応 性官能基 を持 たないことか ら,誘 導体化法 による光学異性体分離は困難 と
考 え られ る。 それぞれセ ルロースの水 酸基 に3,5-dimethylmethylcarbamate,4-chlorophenylcarbamate,4-
methylphenylcarbamateを 結合 させ担 体上 にコーテ ィング したCHIRALCELOD,OJ,OF,さ らに(+)一
poly(triphenylmethylmetaacrylate)の ラセ ン構i造を有す る高分子固定相CHIRALPAKOT(+)を 分離 カラム と
し,種 々の移動相 との組 み合 せ を検討 した結 果,カ ラム にCHIRALCELODを,移 動相 に3成 分 系のn-
hexane/EtOH/2-propanol(95:4:1,v/v/v)を 用い るとき,nisoldpine,nilvadipineの 光学異性体 は十分 な分離
を示 した。 しか しなが らnicardipineで は良好 な分 離が 得 られ なか った。 そ れ ばか りか,nisoldipine,
njlvadipineに おいて もピー クの シャープ性,溶 出時間 に問題があ り,実 試料 の測定 には不向 きと思 われた。
そこでPirkle型 光学活性 カラムを取 り上 げ,DHP系Ca拮 抗薬光学異性体 の分離 を試みた ところ,カ ラムに
SUMICHIRALOA-4500を,移 動相 にn-hexane/l,2-dichloroethane/methanol/trifluoroaceticacidの 混合系溶媒 を
用 いる とき,nicardipineを 含めた光学異性体 を明確iに分離 で きるこ とが判明 した。
続 いて,生 体試料 の測定 に検討 を加 えた。 これ まで体 液中DHP系Ca拮 抗 薬の測定では,前 処理法 と し
て液 一液抽 出法が用 い られているが,多 量 に存在す る内因性 爽雑物 による妨害 を避 け難 く,特 にDHP系
Ca拮 抗 薬 の ように数ng/mLと 微 量物質 の測定 では これが大 きな問題 となる。 これ に比 し,化 学修 飾型多
孔性 シ リカを用い る固相抽 出法 は,血 液試料か らの タンパ ク質 な どの成分の洗浄除去のほか,有 機溶媒濃
度 を段 階的 に変化 させ て溶離す るこ とによ り,測 定対象成分 と妨害成分 を分 離する ことも可能 なため,よ
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り選択性 の高 い結果が期待 され る。一方,DHP系Ca拮 抗薬 は,一 般 に電気化学的 に活性 であ り,電 気化
学検 出法(ECD)に よる特異 的測定が可能で ある。 そこで,固 相抽出法 と,ECD検 出HPLCを 組み合 わせ た
DHP系Ca拮 抗薬測定法 を構築 した。本法 の検 出限界 は250P9/mLと 高感度 であ り,特 異性 も高 く,ヒ ト
血清 中manidipine体 内動態 の測定が可能であった。
引 き続 き,ヒ ト血漿 中立体選択的薬物動態 の把握 を目的 とし,manidipineとnicardipineを 例 に,Pirkle型
光学活性 カラムSUMiCHIRALOA-4500を 用 いる生体試料 中異性体 の分離測定 を検討 した。す なわち血漿
試料の前処理 には先 の固相抽出法 を,さ らに血漿 中妨害物質の特異 的除去 を目的 として カラムスイ ッチ ン
グ法 と組 み合 わせた測定法 を構築 した。 尚,光 学異性体 の分離 に有効 な移動相 条件 で は先 のECD検 出法
の特長 が活 か され ないため,UV検 出法 を採用 した。本法 をDHP系Ca拮 抗薬服用健常 人血漿 に適用 した
ところ,manidipine,nicardipineと もに(+)一体 のAUCが 有意 に高 く,manidipineで1.5倍,nicardipineで2.3
倍 と明確 な差異が観察 された。
DHP系Ca拮 抗薬 で は,GFJと の併用 に よ り有 意な生物学的利用率 の増加が知 られている。その機構 と
してGFJ中 成分 によるCYP3A4代 謝酵素阻害に よる相互作用が考 えられているが,詳 細 はい まだ明 らか に
されていない。そこで本相互作 用が臨床上重要 な問題であ ることか ら,こ れ を精査 するため,構 築 した測
定法 を駆使 し,manidipineとnicardipineの 体 内動態 の立体 選択性 に及 ぼす 影響 を検 討 した。 その結 果,
manidipineで はGFJの 併用 は(+)一体,(一)一体 の血 中濃:度をいず れ も増加 させ,GFJ併 用群 は対照群 に比較 し
(+)一体 のCmaxを2.5倍,AUq。 。を2.3倍 に,ま た(一)一体のCmaxを3.2倍,AUq.。 を2.7倍 と有意(P<0.01)に 増
加 させ た。 さらにGFJ併 用群 でmanidipineのCmaxとAUC。...の 増加 した割合 を(+)一体 と(一)一体 で比較す る と,
(一)一体 での増 加率が(+)一体 に比べ有意(P<0.05)に 増加 してい た。 これ らの結果 か らGFJの 併用 は(+)一,(一)一
manidipineの 体 内動態 に大 きな影響 を与 えている可能性が示唆 された。 またGFJは 代謝酵 素CYP3A4を 特
異的 に阻害す ることか ら,manidipineの 各光学異i生体 は ともにCYP3A4に よ り代 謝 を受 けてい る可能性が
あ り,両 者 の親和性 の違い によって結果的 に影響 に差異が でた もの と推測 される。一方,Tmax,T1/2に
は影響 はな く,従 来報告 されているDHP系Ca拮 抗薬 において見 られ てい るGFJに よる相互作用 と同様 で
あった。 この時 同時 に測定 した被験者6名 による対照群 とGFJ併 用群で の自 ・他覚 的な副作用発 現件数は,
後者 で血 中濃度 の増加 に起 因す る と思われ る明 らか な発現件数 の増加がみ られ,特 にDHP系Ca拮 抗薬 で
は特有 の副作用症状 である頭痛や四肢 しびれ感,さ らには対照群ではあ ま り観察 され なか った嘔気 をは じ
め とす る消化管障害 などの発現 の増加が認め られ,臨 床上重要 な所見 と思 われる。
次 に,DHP系Ca拮 抗薬 とGFJと の問の相互作用 の機構 に検 討 を加 えた。す なわ ち,nicardipineを 経 口あ
るいは静脈内投与 し,光 学異性体 の薬物動 態パ ラメー タと薬力学 的パ ラメータを調べ,そ れ らに及ぼす
GFJの 影響 に吟味 を加 えた・ まず経 口投与 では,GFJは1,2,3時 間後 の血漿 レベル を(+)一体,(一)一体 ともに
有意 に増加 させ た。 しか しなが ら,先 のmanidipineと 同様 に,GFJ併 用 時の薬物動態パ ラ メー タの消失 速
度定数 には有意 な延長が認 め られ なか った。 この ことか ら,GFJに よる肝代 謝酵素CYP3A4の 阻害では作
用機序 の説 明は困難 であった。消化管の吸収 な らびに代謝の影響 を除外す るため,nicardipineラ セ ミ体 を
静脈 内投 与 しGFJ併 用 の影響 を検討 した ところ,GFJ併 用時(+)一お よび(一)一nicardipineの血漿 中 レベル に経
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口投与時 にみ られ た有意な増加 は認 め られなか った。 さらに静脈内投与時では,経 口投与時で明確 に見 ら
れた(+)一体 と(一)一体の体内動態の差異 も観察 され なか った。一方,manidipineで み られた立体 選択 的な代謝
阻害がnicardipineに おいて も同様 観察 され,経 口投与時 にお ける(+)一体/(一)一体 のAUC比 はGFJ併 用 で有 意
(P<0.05)に 低下 した。
ついで速度論 的解析 を試み た。GFJは(+)一 体 と(一)一体 ともに生物学的利用率 を増加 させたが,静 脈 内投与
時の生物学 的利用率 に変化 は見 られず,こ の ことか らnicardipineの 体内動態 における立体選択性 とGFJに
よる代謝 阻害は消化 管でのみ特異的 に存 在 しているこ とが示唆 された。 さらに薬力学的パ ラメータに与 え
るGFJの 影響 を,収 縮期 ・拡張期血圧,脈 拍数 を測定 し検討 した結果,GFJは 投与1,2時 間後の脈拍数 を
有意(P<0.05)に 増 加 させ た。 この結果 はGFJがnicardipineの 血 中 レベ ル を有 意 に増加 させ た ことによ り,
圧受容体 を介 した反射的な脈拍数 を増加 した もの と考 えられる。 さらに消化管でのみ確 認 されたGFJの 相
互作用が,nicardipineの 消化管 での代謝 阻害 によるものか どうか を確認す る ことを目的 と し,nicardipine
お よびその代謝物 の体 内動態 に対す るGFJの 影響 を検討 した。代謝物M-5の 生成系 には他のDHP系Ca拮
抗薬 と同様,CYP3A4の 関与が確 認 され てい るが,M-1の 生成系 は不明であ る。GFJが この代謝経路 に関
与す るCYP3A4を 阻害す るこ とによ り,親 化合物nicardipineの 濃度 を増 加 させ るのではないか との仮説 を
たて,体 内動態 の解析 を試 み た。その結果,代 謝物 とnicardipineのAUC比 の比較で,GFJは 有 意 にM-
5(Pく0.001)の 生成 を抑制 していることが示 された。 またGFJと 併 用 したnicardipineのAUCの 増加 とともに,
脱ベ ンジル体M-!のAUCも 増加 した ことか ら,M-5の 代謝経路がGFJに よ り阻害 され た可能性 が示唆 され
た。
今回の研究結果は,DHP系Ca拮 抗薬 とGFJと の相互作用が消花管での限局された部位で生 じているこ
と,そ の作用に立体選択的な影響がみられること,さ らにその影響が消化管での代謝阻害または低下に基
づ くことを示 したものであ り,同 時に検討 された薬力学的効果及び副作用発現に与える影響 とともに臨床
上重要な知見を与えたものと言える。
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審 査 結 果 の 要 旨
今 日,同 時に服用 した医薬品同士,』あるい は医薬 品 と食 品,嗜 好 品中の成分 との問で生起す る薬物相互
作用が臨床 の場 で大 きな問題 となってい る。Dihydropyridine(DHP)系Ca拮 抗 薬は,高 血圧,狭 心症な ど
で広 く用 い られrい るが,そ れ らの多 くは分子 内 に不斉 中心 を持つ光学活性体 である・一方,本 拮抗薬 の
一つであるfelodipineと グレープ フルーッジュース(GFJ)に 含 まれ る成分 との間で薬物相互作用 の生 じる
ことが報告 されてい る。 しか し,立 体異性 体間での こう した相互作用 につ いては十分解 明 されていない。
本研 究は,こ うした観 点か ら数種 のDHP系Ca拮 抗薬 を取 り上 げ,生 体 内光学 異性体 の分離方法 を構築す
ると伴 に,そ れ らの体内動 態 に及 ぼすGFJの 影響 を吟味 し,薬 物 相互作用 の機構 に検討 を加 えた ものであ
る。
まず,生 体 内DHP系Ca拮 抗薬立体 異性体 の液体 クロマ トグラ フ分離 に検討 を加 えた。す なわち,セ ル
ロースの誘導体,並 び にポ リメタアクリレー ト誘導体 を固定相 とす る各種 カラムを用い異性体相 互の直接
分離 を検討 した。 しか しなが ら,分 離 に時間を要 し,ピ ークの シャープ性 に も問題があ るな ど,生 体試料
に適用す るこ とは困難 で あ った。 そ こで固定相 と溶 質 との間 の水 素結合,π 一 π相 互作用 を利用 す る
Pirkle型 固定相 を取 り上 げ同様検討 を加 えた結果,各 種光学異性体 を分離で きるこ とが判明 した。 引 き続
き,血 液試料の前処理法 を吟味 し,化 学修飾型 シリカを用い る固相抽 出法 とカラムス イッチ ング法組み合
わせ る手法 を設定 した。
次 に,本 測定法 を用 い,manidipineの 体 内動 態 に及ぼすGFJの 影響 を調べ た。その結果,GFJ併 用 は各
異性体 のCmaxを2.5～3.2倍 に増加 させ,明 らかに体 内動態 に影響 を与 えるこ とが判 明 した。 この時,同
時に測定 した 自 ・他 覚的な副作用 の発現 は,GFJ投 与群で明 らか な増加 が見 られ,体 内動態 の変化 と対応
していた。 さらに,nicardipineの 経 口並び に静脈 内投 与時 におけ るGFJの 影響 に検討 を加 えた ところ,経
口投与で は,manidipineの 場合 と同様 に血 中 レベ ルの増加が見 られた。 しか し.,薬 物動態パ ラメー ターの
消失速度常数 には有意 な延 長は見 られ なかった。一方,静 脈内投与ではGFJ併 用 による血中 レベルの変化,
体 内動態の差異は認 め られなかった。 これ らの ことか ら,GFJに よる代 謝阻害 は消化管で特異的 に存在す
る ものと結論 づけ られた。次いで,代 謝物へ の変換過程 に対す るGFJの 影響 を吟味 した ところ,有 意 に代
謝物M-5へ の変換が抑制 されてお り,CYP3A4の 活性が阻害 された ことによる相互作用 であるこ とが示唆
された。
以上,本 研 究 は,GFJ併 用 によるDHP系Ca拮 抗薬立体異性体 の体 内動態へ の影響 に吟味 を加 え,新 た
な知見 を加 えた ものであ り,博 士(医 療薬学)の 論文 として合格 と認 める。
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